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摘要 :【 目的 】 探 讨 DNA 甲 基 化 及 组 蛋白 乙酰 化 是 否 参与 家 和 蛋 Bombyx mori 免疫 反应 的 调控 。[【 方 法 ] 对 家 看 与 其 
也 生物 的 DNA 甲 基 转移 酶 (DNMT) ` 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 (HDAC ) 与 组 蛋白 乙酰 转移 酶 (HAT) 的 蛋白 序列 进行 系 
统 进 化 分 析 ; 利 用 定量 PCR 检测 家 看 5 龄 第 3 天 幼虫 感染 病原 菌 绿 脓 杆菌 Pseudomonas aeruginosa 和 金黄 色 葡 萄 球 
Tal Staphylococcus aureus 后 BmDNMT1, BmHDACI-1, BmHDACI-2 和 BmHAT| 在 家 春 脂 肪 体 组 织 中 的 表达 变化 ;给 家 
看 5 龄 第 2 天 幼虫 注射 DNMT, HDAC 和 HAT 抑制 剂 ,观察 它们 对 家 看 感染 细菌 后 的 存活 率 的 影响 。[【 结果 】 系 统 
进化 分 析 显示 ,BmDNMTI 在 进化 上 呈现 特殊 性 ,独立 于 其 他 昆虫 DNMTI 的 进化 ,而 BmHDACs 和 BmHAT 在 进化 
上 相对 保守 。 定 量 PCR 检测 表明 ,在 两 种 细菌 感染 后 ,BmDNMT1，, BmHDACs 和 BmHAT 在 家 大 幼虫 脂肪 体 中 的 表 
达 水 平均 有 不 同 程度 的 上 升 。 然 而 ,DNMT, HDAC 和 HAT 抑制 剂 对 家 等 幼 虫 感染 细菌 后 的 存活 率 并 无 明显 影响 。 
【结论 ] 本 研究 发 现 感 染 绿 脓 杆 菌 和 金黄 色 葡 萄 球菌 后 ,家 看 幼虫 脂肪 体 中 BmDNMT1 , BmHDACs 和 BmHAT! 的 表 
达 水 平 有 不 同 程度 的 上 调 ,推测 DNA 甲 基 化 和 组 蛋白 乙酰 化 /去 乙醚 化 可 能 参与 家 蛋 免 疫 反 应 的 调控 。 

关键 词 : KR; 细菌 感染 ; 免疫 反应 ; DNA 甲 基 化 ; 组 蛋白 乙酰 化 ; 基因 表达 
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Expression of DNA methylation and histone acetylation related genes in 

























































































































































































































































































response to bacterial infection in the silkworm, Bombyx mori 

ZHANG Qiao-Ling, SU Li-De, LU Zhi-Qiang* (College of Plant Protection, Northwest A&F University , 
Yangling, Shaanxi 712100, China) 

Abstract; [ Aim] This study aims to investigate whether DNA methylation and histone acetylation are 
involved in the regulation of immune responses in the silkworm, Bombyx mori. [Methods] We performed 
the phylogenetic analysis of DNA methyltransferase 1 (DNMT1), histone deacetylase (HDAC) I-1, 1-2 
and histone acetylase 1 (HAT1) from B. mori and other species. We also profiled their mRNA levels 
after bacterial ( Pseudomonas aeruginosa or Staphylococcus aureus) infection in the fat body of day-3 5th 
instar larvae. We then investigated the effects of DNMT inhibitor, HDAC inhibitor and HAT inhibitor on 
the survival of day-2 Sth instar larvae after bacterial infection. [ Results] Phylogenetic analysis showed 
that BmDNMTI1 is particular and separated from the homologs of other insect taxa. BmHDACs and 
BmHATI are evolutionarily conserved. BmDNMT1, BmHDACs and BmHAT1 in the fat body had higher 
expression levels after bacterial challenge. However, no obvious effects of DNMT, HDAC and HAT 
inhibitors on the survival of silkworm larvae after bacterial infection were observed. [ Conclusion] The 
expression levels of BmDNMT1, BmHDACs and BmHAT1 in the fat body of B. mori larvae are up- 
regulated after infection of P. aeruginosa or S. aureus, suggesting that DNA methylation and histone 
acetylation/deacetylation might be involved in the regulation of immune responses in the silkworm. 
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真 核 生物 中 的 基因 表达 受到 表 观 遗传 学 机 制 的 
调控 ,其 中 研究 最 多 的 是 DNA 甲 基 化 (Klose and 
Bird, 2006; Suzuki and Bird, 2008; Zemach et al., 
2010) 和 组 蛋白 修饰 (Suganuma and Workman, 
2011; Gagnidze and Pfaff, 2013), DNA 甲 基 化 是 以 
S- 腺 苷 甲 硫 氮 酸 (S-adenosyl methionine, SAM) 作为 
甲 基 供 体 , 在 DNA 甲 基 转 移 酶 (DNA 
methyltransferases, DNMTs ) 的 催化 下 ,将 甲 基 转 移 
到 CpG AKA PRAY ALE ESS 位 碳 原子 上 生成 
5- 甲 基 胞 喀 喧 (Coll and Bestor, 2005; Gagnidze and 
Pfaff, 2013). DNMTs 可 分 为 两 大 类 :从 头 DNA FA 
基 转 移 酶 和 维持 DNA 甲 基 转 移 酶 (Klose and Bird, 
2006; Glastad et al.,，2011) 。 从 头 甲 基 转 移 酶 ,负责 
建立 生物 体 基 因 组 的 基本 甲 基 化 模式 ,以 DNMT3 
家 族 为 代表 ;维持 甲 基 化 转移 酶 ,以 DNMTI 家 族 为 
代表 ,负责 在 细胞 分 裂 过 程 中 维持 已 有 的 甲 基 化 模 
式 (Bestor, 2000; Hermann et al., 2004)。 有 些 昆 虫 
和 哺乳 动物 一 样 ,同时 具有 DNMTI 和 DNMT3 ,如 西 
方 蜜蜂 Apis mellifera( Lyko and Maleszka, 2011) ; 而 
ZE Bombyx mori 体内 只 有 DNMTI (The International 
Silkworm Genome Consortium, 2008 ) ,已 被 证 明 具 有 维 
持 甲 基 化 的 功能 (Mitsudome et al., 2015) 。 

组 蛋白 乙酰 化 /去 乙酰 化 是 组 蛋白 修饰 的 一 种 
重要 形式 ,是 由 组 蛋白 乙酰 转移 酶 (histone 
acetylases, HATs ) 和 组 和 蛋白 去 乙酰 化 酶 (histone 
deacetylases, HDACs ) 调节 的 表 观 遗传 学 机 制 
(Marks et al., 2003), H HATs 催化 的 组 蛋白 乙酰 
化 和 由 HDACs 催化 的 组 蛋白 去 乙酰 化 通过 影响 组 
蛋白 与 DNA 双 链 的 亲 和 人 性 、 染 色 质 与 蛋白 质 因 子 的 
亲 和 人 性 以 及 转录 因子 与 DNA 序列 的 亲 和 人 性 ,从 而 改 
变 染色 质 的 玻 松 和 凝集 状态 ,间接 地 影响 基因 表达 ， 
调节 基因 转录 活性 (Turmner，2000; Jenuwein and 
Allis, 2001; Mukherjee et al., 2012), BRAN 
DNA 甲 基 化 和 组 蛋白 转录 后 修饰 这 两 种 表 观 遗传 
学 机 制 存在 一 定 的 相关 性 ( Hunt et al., 2013a, 
2013b; Glastad et al., 2014) 。 

DNA 甲 基 化 、 组 蛋白 乙酰 化 /去 乙酰 化 能 通过 
调节 基因 的 转录 活性 ,从 而 影响 昆虫 的 生长 发 育 及 
生理 反应 (Jenuwein and Allis, 2001; Mukherjee et 
al., 2012; Hunt et al, 2013b; 梁 士 可 等 , 2014) , 例 
WMA (Mannervik and Levine, 1999; Cho et al., 
2005; Feliciello et al., 2013; Drewell et al., 2014) 、 
AS AS KE A (Carré et al., 2005; Mukherjee et al., 
2012) Œ # RF fit ( Bonasio et al., 2010; Barnes et 
al., 2014; Yan et al., 2015) , #444 K ( Swaminathan 
and Pile, 2010; Zhou et al., 2013), A AY 4p 4% 
( Elango et al., 2009; Spannhoff et al., 2011; Weiner 





















































































































































and Toth, 2012; Dickman et al., 2013; Simola et al., 
2013) , id 1Z ( Lockett et al., 2010; Biergans et al., 
2012; Merschbaecher et al., 2012; Lockett et al., 
2014) REM ( Mukherjee et al., 2012) 等 生物 学 
过 程 。 在 人 体 中 ,HAT 和 HDAC AYR PERS Be EA 
控 , 使 得 组 蛋白 乙酰 化 维持 在 一 个 相对 稳定 的 水 平 ， 
而 一 旦 这 个 平衡 被 破坏 ,就 会 引起 发 育 和 免疫 上 的 
ikp (Ropero and Esteller, 2007; Selvi et al., 2010; 
Bayarsaihan, 2011; Schneider et al., 2011 ) 。 这 种 情 
VEE KIIRE Galleria mellonella 中 也 得 到 了 证 实 
(Mukherjee et al., 2012), 

家 至 作为 鳞 翅 目的 模式 昆虫 ,其 全 基因 组 和 甲 
基 化 图 谱 都 已 公开 (The International Silkworm 
Genome Consortium, 2008; Xiang et al., 2010) ,并 且 
有 关 其 免疫 反应 的 分 子 机 制 研 究 也 已 经 比较 深入 
(Kaito et al., 2002; Tanaka et al., 2008; Tanaka and 
Yamakawa, 2011; Vilcinskas, 2013) ,因此 我 们 选择 
家 看 进行 表 观 遗传 学 的 相关 研究 。 本 研究 发 现 致 病 
性 细菌 金黄 色 和 葡萄 球菌 Staphylococcus aureus 和 绿 脓 
杆菌 Pseudomonas aeruginosa RR ZKE JG, A AE AKA 
调节 DNA 甲 基 化 和 组 蛋白 乙酰 化 水 平 的 相关 基因 
表达 水 平 发 生变 化 ;然而 , DNMT 抑制 剂 .HDAC H 
制剂 和 HAT 抑制 剂 对 家 盔 感 染 细 菌 后 的 存活 率 并 
无 明显 影响 。 





























1 材料 和 方法 


1.1 供 试 昆虫 及 细菌 

本 实验 所 用 家 蛋品 种 为 Nistari( 中 国 科 学 院 上 
海 生命 科学 研究 院 凌 尔 军 教授 惠 赠 ) ,采用 新 鲜 桑 
叶 在 人 工 气 候 培 养 箱 中 (27 上 1%C ，14L: 10D，RH 
70% ~80% ) HIRE 5 龄 起 看 ,用 于 实验 。 实 验 室 自 
存 菌 种 绿 脓 杆 菌 P. aeruginosa 和 金黄 色 和 葡萄 球菌 
S. aureus 在 Luria-Bertani ( LB ) 培养 基 中 ,37%C 震荡 
培养 至 0Duo 达 到 0.6 ~0.8 时 ,取出 适量 菌 液 ,4% 
8 000 g 离心 10 min 以 收集 菌 体 ,之 后 用 0. 85% 
NaCl 无 菌 生理 盐水 莽 浮 并 稀释 落体 , 绿 脓 杆 菌 稀释 
至 2 x 10° 个 细菌 /huL, 金 黄色 葡萄 球菌 稀释 至 1.4 x 
10° 个 细菌 /pL, 供 后 续 感染 试验 用 。 
1.2 主要 试剂 和 仪器 

RNA 提取 试剂 TriPure Isolation Reagent , 反 转 录 
试剂 盒 Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit, 
DEG FE te PCR 试剂 FastStart Essential DNA Green 
Master , 均 购 自 Roche 公司 ;RNA 纯化 试剂 Direct-zol 
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RNA MiniPrep , 购 自 Zymo Research 公司 ;DNA 甲 基 
转移 酶 DNMT 抑制 剂 RG108 , Wy A BioVision 公司 ; 
组 蛋白 去 乙酰 化 酶 HDAC 抑制 剂 suberoylanilide 
hydroxamic acid (SAHA), , 购 自 Selleckchem 公司 ; 
HDAC 抑制 剂 丁 酸 钠 (sodium butyrate, NaB) , 购 自 
Sigma 公司 ; 组 和 蛋白 乙酰 转移 酶 HAT 抑制 剂 
Epigenetic Multiple Ligand( EML) , 购 自 Merck 公司 。 

核酸 蛋白 检测 仪 ,德国 Eppendorf 公司 ;定量 
PCR 仪 1Q5 ,美国 Bio-Rad 公司 ;定量 PCR 仪 Rotor- 
Gene Q ,德国 QIAGEN 公司 ; RXZ 智能 型 人 工 气 候 
箱 , 宁 波江 南 仪器 厂 等 。 
1.3 序列 分 析 

RIO S) U ZÆ BmDNMTI (GenBank 登录 号 
NP_001036980. 1), BmHDACI-1 ( GenBank 登录 号 
XP_004922748. 1, BmHDACI-2( GenBank 登录 号 XP 
_ 004931440. 1) 和 BmHATI ( GenBank 登录 号 
ABD97987. 1) 蛋白 序列 在 NCBI 中 进行 Blastp 搜 
索 , 得 到 其 他 物种 相似 的 蛋白 序列 。 和 蛋白 序列 比 对 
使 用 Clustal Omega 软件 。 系 统 发 育 树 采用 Geneious 
软件 ,根据 UPGMA 方法 进行 构 
1.4 ”家蚕 感染 与 脂肪 体 的 收集 

将 5 龄 第 3 天 的 家 盔 幼 虫 随机 分 为 3 组 ,每 组 
20 头 , 分 别 在 其 背 血 腔 处 注射 S0 pL 制备 好 的 绿 脓 
杆菌 、 金 黄色 葡萄 球菌 惹 液 和 0.85% NaCl 无 菌 生 
理 盐水 (对 照 组 ) 。 感 染 6, 12, 24 和 48 h 后 ,分 别 
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从 每 组 随机 挑 取 8 Sk FR He We E E WG AS, 保存 于 
400 pL Tri-pure 试剂 中 ,于 - 80°C 冰箱 保存 。 细 菌 
感染 试验 独立 重复 3 次 。 
1.5 DNMT 抑制 剂 .HDAC 抑制 剂 和 HAT 抑制 剂 
Xt Ae Be AY Mb 

将 5 龄 第 2 天 的 家 看 幼虫 随机 分 为 4 组 ,每 组 
20 头 , 分 别 在 其 背 血 腔 处 注射 30 pL DNMT 抑制 剂 
RG108(30 pg/mL) , HDAC 抑制 剂 SAHA(1 mg/mL) 
与 丁 酸 钠 (20 mg/mL) 的 等 体积 混合 液 .HAT 抑制 剂 
EML(500 pg/mL) 38 10% DMSO( 对 照 组 ) 1 上 后 ， 
再 分 别 注射 SO pL 绿 肪 杆菌 金黄 色 和 葡 欧 球菌 悬 液 和 
0.85% NaCl 无 菌 生理 盐水 (对 照 组 ) 到 家 和 蛋 的 血 腔 中 ， 
观察 并 记录 各 组 家 鼻 的 死亡 情况 。 由 于 HAT 抑制 剂 
EML 很 难 溶 于 10% DMSO, IA 1% Tween 20 助 溶 。 
1.6 总 RNA 提取 和 引物 设计 

将 保存 在 TriPure 中 的 各 个 脂肪 体 样品 冰 上 溶 
解 ,用 微量 电动 匀 浆 器 研磨 粉碎 1 min 后 , 按照 
Tripure 试剂 盒 提供 的 方法 提取 总 RNA。 将 得 到 的 
总 RNA 用 Direct-zol RNA MiniPrep 试剂 盒 进行 纯 
化 ,并 用 DNasel 处 理 以 去 除 基 因 组 DNA。 之 后 使 用 
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit 合成 
cDNA 并 检测 其 浓度 。 引 物 设计 根据 家 鼻 基 因 组 数 
据 库 BLAST 搜索 得 到 的 序列 ,采用 Primer Premier 
软件 设计 用 于 Q-PCR 的 引物 ( 表 1) ,以 17-4a 作为 
内 参 基因 (Wu et al., 2010) 。 












































定量 PCR 引物 序列 


Table 1 Primer sequences used for Q-PCR 


引物 序列 (5 -3') 


Primer sequence 


产物 大 小 (bp) 


Product size 





表 1 
基因 名 称 GenBank 登录 号 
Gene name GenBank accession no. 
DNMTI NM_001043515.2 
HDACI-1 XM_004922691. 1 
HDACI-2 XM_004931383. 1 
HATI DQ442997. 1 
IF-4a DQ443290. 1 


1.7 定量 Q-PCR 检测 及 分 析 

BmHAT 1 和 BmDNMT 1 扩 增 在 Bio-Rad IQ5 上 
进行 , BmHDACI-1 和 BmHDACI-2 扩 增 在 QIAGEN 
Rotor-Gene Q 上 进行 。 反 应 体系 (总 体积 20 uL): 
100 ngy 眶 的 cDNA 2 pL, 上 下 游 引物 (10 pmol/L) 
各 1 wL, FastStart Essential DNA Green Master(2 x ) 


: GAATGTGCTGCTTAGACCTGA 
: TAAATGACAATGCCCAACG 

: CGCTGCTGGACTTACGAGA 

: TTGGCATTGTTTGTGCTTITC 

: GGCCTCCATCATGCAAAG 

: AATGTCCCGCAAATCACC 

: AAGACTCGACGAATGGGTG 

: GATTTGTCCGTGAGCAGGT 

: TCTGGCATCATACCTTCTACAA 
: TCTGTGTCATCTTTTCCCTGTT 


127 


143 


231 


108 


192 


DAU DA DTTP oS 


10 pkL, 另 加 7 uL PCR Grade H,O 补足 20 pL。 反应 
条 件 如 下 :95%C 预 变性 3 min;95% 变性 10 s,58% 退 
火 20 s,72% 延 伸 20 s,40 个 循环 。 为 确定 扩 增 反应 
的 特异 性 ,在 扩 增 结束 后 进行 深 解 曲线 分 析 ,温度 范 
围 :58 ~95°C 。 为 确定 反应 的 扩 增 效率 ,我 们 构建 了 
标准 曲线 ,本 试验 中 扩 增 效率 均 在 0.9 ~1.1 之 间 ， 
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R 均 高 于 0.98。 每 样品 重复 测定 3 次 。 采 用 相对 
定量 分 析 方 法 (2-^^”) 进行 目的 基因 的 表达 差异 
性 分 析 (Schmittgen and Livak, 2008) 。 
1.8 数据 分 析 

所 有 数据 均 采 用 GraphPad Prism 5. 0 作 图 分 
析 ,其 中 死亡 率 利 用 Log-rank ( Mantel-Cox ) 检验 和 
Gehan-Breslow-Wilcoxon 检验 进行 差异 性 分 析 , 基 
表达 差异 利用 上 检验 进行 差异 性 分 析 。 





2 结果 


2.1 DNMT, HDAC 和 HAT 蛋白 序列 系统 进化 分 析 
系统 进化 分 析 结果 表明 ,BmDNMT 与 同 目的 帝 
王 蝶 Danaus plexippus FINIR Plutella xyllostella 的 
DNMTI 在 进化 上 相近 ,独立 于 来 自 其 他 昆虫 和 哺乳 
动物 的 DNMTI 所 形成 的 两 个 复 群 之 外 , 显示 出 进 
化 的 特殊 性 (图 1: A)。 昆 贝 和 哺乳 动物 的 HDACI- 
1( B38 I 类 HDACs 中 的 HDAC3) 和 HDACI-2( 即 第 
I 类 HDACs 中 的 HDAC2 ) 都 很 好 地 归 成 两 个 篮 群 ， 
家 盘 归 在 昆虫 大 簇 群 中 (图 1: B)。 对 HAT 的 系统 






































2.4 BmHAT1 在 细菌 感染 后 的 表达 变化 

绿 肪 杆菌 感染 家 和 蛋 后 6 -12 h, BmHAT! 在 脂肪 
体 中 的 表达 水 平 显 著 上 升 ,12 h 已 达到 最 高 水 平 ， 
比 对 照 组 高 约 3 倍 ,24 h 后 呈现 下 降 趋 势 ; 金黄 色 
葡萄 球菌 感染 家 符 后 6 -12 h, BmHATI 在 脂肪 体 中 
的 表达 水 平 显著 上 调 ,24 h 后 呈现 下 降 趋 势 ,48 h 
后 恢复 到 与 对 照 组 相同 的 水 平 (图 4)。 
2.5 DNMT 抑制 剂 .HDAC 抑制 剂 和 HAT 抑制 剂 
对 家 等 感染 细菌 后 存活 率 的 影响 

先 给 家 看 注 射 DNMT 抑制 剂 \HDAC 抑制 剂 和 
HAT 抑制 剂 ,1 h 后 ,再 给 家 看 注射 细菌 ,观察 并 记 
录 家 看 感染 细菌 后 的 存活 率 。 发 现在 注射 细菌 前 注 
射 DNMT 抑制 剂 会 引起 家 和 蛋 存 活 率 稍微 降低 但 无 
统计 学 显著 差异 (图 5: A, B)。 在 注射 绿 脓 杆菌 前 
注射 HDAC 抑制 剂 ,对 家 和 看 的 死亡 率 几 乎 无 任何 影响 
(图 5: C+) ;而 在 注射 金黄 色 葡 萄 球菌 前 注射 HDAC 
抑制 剂 ,第 5 天 时 家 答 的 存活 率 开 始 有 所 升 高 (图 5: 
D)。 在 注射 绿 脓 杆 菌 前 注射 HAT 抑制 剂 ,对 家 看 的 
死亡 率 也 几乎 无 任何 影响 (图 5$: EE) ;在 注射 金黄 色 
葡萄 球菌 前 注射 HAT 抑制 剂 ,第 2 天 时 家 看 的 存活 
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进化 分 析 发 现 , 昆 忠 和 哺乳 动物 的 HAT ( MYST 家 
族 ) 也 明显 地 分 成 了 两 个 复 群 ,家 符 同 样 归 在 昆虫 
复 群 中 (图 1: C)。 
2.2 BmDNMT1 在 细菌 感染 后 的 表达 变化 

通过 定量 PCR 分 析 , 在 家 看 感染 绿 脓 杆菌 后 
6 -12 h, BmDNMTI 在 脂肪 体 中 的 表达 水 平 无 明显 
变化 ,24 h 时 开始 有 所 上 升 ,48 h 已 显著 上 升 至 对 
照 组 的 4 倍 左右 ;在 感染 金黄 色 和 葡萄 球菌 后 6 - 12 
h ,表达 水 平 无 明显 变化 ,24 h 显著 高 于 对 照 组 ,并 
持续 到 48 h( 图 2)。 
2.3 BmHDAC 在 细菌 感染 后 的 表达 变化 

在 家 看 感染 绿 脓 杆菌 或 金黄 色 和 葡萄 球菌 后 ， 
BmHDACI-1 的 表达 水 平 在 6 -12 h 内 均 无 明显 变 
化 ,在 24h 后 显著 高 于 对 照 组 ; 不 同 的 是 , 绿 脓 杆 菌 
引起 的 BmHDACI-1 表达 水 平 的 升 高 一 直 持 续 到 48 
h ,而 金黄 色 和 葡萄 球菌 引起 的 BmHDACI-1 表达 水 平 
的 升 高 在 24 h 时 达到 最 高 水 平 , 之 后 呈现 下 降 趋 
势 ,48 h 后 恢复 到 与 对 照 组 相同 的 水 平 (图 3: A) 。 

绿 肪 杆菌 感染 家 午后 6 - 12 h, BmHDACI-2 在 
家 看 脂肪 体 中 的 表达 水 平 无 明显 变化 ,感染 后 24 h 
显著 高 于 对 照 组 ,并 持续 到 48 h; 在 感染 金黄 色 葡 
萄 球菌 后 6 h ,在 家 鼻 脂 肪 体 中 的 表达 水 平 无 明显 变 
化 ,12 -24 h 与 对 照 组 相 比 稍微 上 调 ,48 h 后 恢复 
到 与 对 照 组 相同 的 水 平 (图 3: B)。 



























































率 就 已 经 有 所 降低 并 持续 到 观察 结束 (图 5: F)。 
3 讨论 


本 研究 首先 对 家 大 BmDNMT1, BmHDACI-1, 
BmHDACI-2 和 BmHAT 进行 了 系统 进化 分 析 。 结 果 
表明 家 看 等 鳞 怒 目的 DNMTI 独立 进化 , 自 成 一 篮 
(图 1: A) ,我 们 由 此 推测 BmDNMTI 不 是 由 原始 的 
DNMTI 进化 而 来 ,而 是 有 其 进化 的 特殊 性 。 这 可 能 
是 由 于 家 看 只 拥有 DNMTI 这 一 种 DNA 甲 基 化 转移 
酶 ,而 其 他 种 类 的 昆虫 ,如 蜜蜂 等 膜 翅 目 昆虫 ( 社会 
性 昆虫 ) 则 拥有 全 套 DNA 甲 基 转 移 酶 类 DNMT1 和 
DNMT3 。DNMTI1 是 维持 型 甲 基 化 酶 ,负责 在 DNA 
进行 半 保 留 复制 时 ,确保 新 合成 的 DNA 链 在 同样 的 
位 置 发 生 和 模板 链 完全 一 致 的 甲 基 化 模式 ( Goll and 
Bestor, 2005 ) ; DNMT3 则 是 从 头 甲 基 化 酶 ,从 而 使 
得 基因 组 DNA 呈现 出 新 的 甲 基 化 样式 (Kato et al., 
2007; Glastad et al., 2014) 。 奇 怪 的 是 ,虽然 只 检测 
到 了 一 种 DNA 甲 基 转 移 酶 DNMTI ,但 家 和 蛋 基 因 组 
中 CpG 的 甲 基 化 水 平和 蜜蜂 的 却 差 别 不 大 (Zemach 
et al., 2010) ,推测 可 能 是 家 看 DNMT1 的 功能 有 所 进 
化 ,具有 维持 和 从 头 甲 基 化 双重 功能 ,或 者 家 蛋 体 内 
还 有 其 他 未 检测 到 的 影响 其 DNA 甲 基 化 水 平 的 因子 
(Glastad et al., 2011; Mitsudome et al., 2015) 。 
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图 1 家 看 与 其 他 生物 DNA 甲 基 转 移 酶 (A) ` 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 (B) 和 组 蛋白 乙酰 转移 酶 蛋白 (C ) 进 化 树 


























Fig. 1 Phylogenetic tree of DNMT1 (A), HDACs (B) and HATs (C) from Bombyx mori and other species 

首先 利用 Clustal Omega 进行 序列 比 对 ,然后 根据 UPGMA 方法 构建 系统 进化 树 。 系 统 树 各 分 文 上 数字 为 Bootstrap 值 ,表示 1 000 次 循环 检 
验 的 置信 度 ; 标 尺 示 遗传 距离 。The sequences were aligned by Clustal Omega and then a phylogenetic tree was constructed based on UPGMA 
method. Bootstrap values (% ) based on 1 000 replicates are indicated on the branches. The scale bar represents the genetic distance. DNMT1 序列 
来 源 及 序列 号 Origin of DNMT1 sequences and their GenBank accession numbers; Ajap: 刺 参 Apostichopus japonicus ( AGK72242. 1) ; Amel; 西方 
蜜蜂 Apis mellifera (NP_001164522.1); Bmor: Æ Bombyx mori (NP_001036980.1); Dple: 帝王 蝶 Danaus plexippus ( EHJ76342. 1 ) ; Hsal: 
印度 跳 蚁 Harpegnathos saltator (XP_011151720.1) ; Hsap: 人 Homo sapiens (NP_001124295.1); Mmus; 小 鼠 Mus musculus ( NP_001186360. 
2); Nlug: 褐飞虱 Nilaparvata lugens (AHZ08393.1) ; Nvit: 金 小 蜂 Nasonia vitripennis ( NP_001164521.1); Pxyl: 小 菜 蛾 Plutella xyllostella. 
HDACI-1 序列 来 源 及 序列 号 Origin of HDACI-1 sequences and their GenBank accession numbers; Aaeg: 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti (XP_001655108. 
1); Adar; 达 氏 按 蚊 Anopheles darling (ETN59692.1); Apis: 3&1 Acyrthosiphon pisum (XP_001951271.1); Amel; 西方 蜜蜂 Apis mellifera 
(XP_395811.2) ; Bmor: ZÆ Bombyx mori (XP_004922748.1); Cflo: fh FIA FFA Camponotus floridanus (EFN74242.1); Dmel; WHR 
晶 Drosophila melanogaster (NP_651978.2) ; Dple: EXE Danaus plexippus (EHJ71179.1); Hsal: 印度 跳 凡 Harpegnathos saltator (EFN86219. 
1); Hsap: A Homo sapiens ( NP_003874.2); Mmus: /J|\ fit Mus musculus (NP_034541.2) ; Nvit: 47) Nasonia vitripennis (XP_001602930. 1) ; 
Teas: PIA BE Tribolium castaneum (XP_969419.1). HDACI-2 序列 来 源 及 序列 号 Origin of HDACI-2 sequences and their GenBank accession 
numbers; Aaeg: 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti (XP_001649445.1); Adar: 达 氏 按 蚊 Anopheles darling (ETN61439.1); Apis: 豌豆 蚜 Acyrthosiphon 
pisum (XP_001946324.2); Amel; 西方 蜜蜂 Apis mellifera (XP_394976.4) ; Bmor: ZÆ Bombyx mori (XP_004931440.1); Cflo: 佛罗里达 马 
# WM Camponotus floridanus ( EFN65822. 1); Dmel: 黑 腹 果 蜗 Drosophila melanogaster (NP _647918.2); Dple: 帝王 蝶 Danaus plexippus 
(EHJ72565.1); Hsal: 印度 跳 蚁 Harpegnathos saltator ( EFN89982. 1) ; Hsap: 人 Homo sapiens (NP_001518.3); Mmus; 小 鼠 Mus musculus 
(NP_032255.2) ; Nvit: 金 小 蜂 Nasonia vitripennis (NP_001161325.1); Tcas: dA YE Tribolium castaneum (XP_966633.1). HAT 序列 来 源 
及 序列 号 Origin of HAT sequences and their GenBank accession numbers: Apis: 9i W Acyrthosiphon pisum (XP_001947167.2) ; Amel: 西方 蜜 
WE Apis mellifera (XP_625075.1); Bmor: Æ Bombyx mori ( ABD97987.1); Cflo: 佛罗里达 马 背 由 Camponotus floridanus (EFN72673. 1) ; 
Dple: 帝王 蝶 Danaus plexippus ( EHJ68009. 1) ; Hsal: 印度 跳 由 Harpegnathos saltator (EFN76370. 1); Hsap: 人 Homo sapiens (NP_115564.2) ; 
Mmus: / fs Mus musculus (NP _080646. 1); Nlug: 褐飞虱 Nilaparvata lugens ( AFX63158. 1); Nvit: 金 小 蜂 Nasonia vitripennis ( XP _ 
008207740. 1); Teas: 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum (XP_968431.1). 
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图 2 绿 脓 杆 菌 (P，a) 和 金黄 色 葡 萄 球菌 (5， a) 感染 后 
BmDNMTI 在 家 看 5 龄 第 3 天 幼虫 脂肪 体 中 的 表达 变化 
Fig. 2 Changes in expression level of BmDNMT1 in the fat 























body of day-3 5th instar larvae of Bombyx mori after infection 
by Pseudomonas aeruginosa (P. a) and 
Staphylococcus aureus (S. a) 
CK; JCP 0. 85% 生理 盐水 注射 Injection of 0. 85% NaCl. 图 中 数据 
为 3 次 独立 试验 的 平均 值 + 标准 误 ; 柱 上 星 号 和 双星 号 分 别 表示 
在 P 值 0.05 和 0.01 水 平 下 ,细菌 处 理 后 BmDNMTI 的 表达 水 平 与 
对 照 组 相 比 差异 显著 (1 检验)。 图 3 和 4 同 。Values in the figure 


are represented as mean + SE of three independent experiments. For 


















































each experiment, samples were analyzed with t test. The asterisk and 
double asterisks above bars indicate significant difference at the 0. 05 


and 0.01 level (t test), respectively. The same for the Figs. 3 and 4. 
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BmHDACI-1 和 BmHDACI-2 都 属于 第 I 26 
HDACs。 这 类 HDACs 与 酵母 Rpd3 同 源 ,存在 于 细 
胞 核 中 ,在 体内 广泛 表达 , 介 导 细胞 内 大 多 数 去 乙酰 
化 反应 (Yang and Seto, 2008)。 系 统 进化 分 析 发 现 
家 看 的 两 种 HDAC 和 蛋白 都 和 同 目 的 帝王 蝶 D. 
plexippus 归于 昆虫 簇 群 ,与 哺乳 动物 的 遗传 距离 也 
不 大 ,表明 该 类 HDACs 在 进化 上 是 高 度 保守 的 (图 
1: B)。 对 HAT 和 蛋白 序列 比 对 发 现 , 本 研究 中 的 
BmHAT 属于 MYST 家 族 ,这 个 家 族 的 HATs 具有 近 
似 的 氨基 酸 序列 并 且 都 有 一 段 乙 酰 转移 酶 特异 的 同 
源 区 (Sterner and Berger, 2000 ) 。 系 统 进 化 分 析 发 现 ， 
家 得 的 HAT 蛋白 和 同 目的 帝王 蝶 D. plexippus 在 进化 
上 高 度 相似 (图 1: C) ,并 且 与 其 他 种 类 的 昆虫 ,甚至 是 
哺乳 动物 呈现 出 同 源 性 ,由 此 推测 MYST 家 族 的 HAT 
蛋白 在 进化 上 也 是 高 度 保守 的 ( 孔 卫 青 等 , 2007) 。 

我 们 检测 了 家 看 感染 细菌 后 脂肪 体 中 调节 
DNA 甲 基 化 和 组 蛋白 乙酰 化 水 平 的 相关 酶 的 表达 
情况 。Q-PCR 检测 发 现 ,感染 细菌 后 ,家 人 蛋 脂肪 体 
中 DNA 甲 基 转移 酶 基因 上 调 表 达 ( 图 2)。 由 此 ,我 
们 推断 DNA 甲 基 转移 酶 介 导 的 DNA 甲 基 化 水 平 的 
变化 可 能 影响 家 看 体内 免疫 相关 基因 的 转录 表达 ， 
这 可 能 是 家 盔 应 对 外 界 侵害 的 一 个 防御 策略 。 已 有 
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图 3 绿 脓 杆菌 (P，a) 和 人 金黄 色 葡 萄 球菌 (S，a) 感 染 后 BmHDACI-1(A) 和 

















BmHDACI-2(B) 在 家 看 5 龄 第 3 天 幼虫 脂肪 体 中 的 表达 变化 
Fig. 3 Changes in expression level of BmHDACI-1 (A) and BmHDACI-2 (B) in the fat body of day-3 5th instar larvae of 


Bombyx mori after infection by Pseudomonas aeruginosa (P. a) and Staphylococcus aureus (S. a) 





研究 表明 ,昆虫 DNA 甲 基 化 影响 基因 的 转录 起 始 位 
点 的 剪 切 以 及 转录 因子 与 基因 的 亲和力 ,从 而 影响 
基因 的 表达 (Lyko and Maleszka, 2011; Flores et al., 
2012; Foret et al., 2012; Li-Byarlay et al., 2013; 
Glastad et al., 2014) 。 

家 看 感染 细菌 后 ,脂肪 体 中 HATs 基因 在 6 -12 h 
上 调 表 达 , 之 后 逐渐 恢复 至 正常 水 平 (图 2) ;HDACs 
基因 在 6 -12 h 表达 情况 无 明显 变化 ,24 h 后 开始 











上 调 ( 图 3)。Mukherjee 等 (2012 ) 的 研究 发 现在 正 
常生 理 条 件 下 , KII HATs 和 HDACs 的 活性 维持 
在 一 个 平衡 状态 , 致 病菌 感染 打破 大 蜡 蜡 体内 
HDACs 和 HATs 的 平衡 ,从 而 影响 大 蜡 蜡 的 免疫 和 
发 育 情况 。 由 此 推断 ,家 看 HDACs 和 HATs 基因 的 
表达 情况 的 变化 可 能 引起 其 体内 组 蛋白 乙酰 化 水 平 
的 变化 ,进而 调节 免疫 相关 基因 的 转录 表达 ,以 对 抗 
外 源 致 病菌 。 
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乙酰 化 相关 基因 表达 的 影响 
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Fig. 4 Changes in expression level of BmHAT1 in the fat 
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图 4 
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为 进一步 确认 家 看 DNMT, HDAC 和 HAT 的 活 
EXTR E He IE BZ Die BY ee MN), RG AT TT Fe Hie TE IT Ye E 
病菌 之 前 , 先 使 用 DNMT，HDAC 及 HAT 抑制 剂 处 
HKE ,但 未 观察 到 抑制 剂 对 家 午 抵 抗 细菌 感染 的 
能 力 有 显著 的 影响 。 这 可 能 是 由 于 我 们 所 使 用 的 抑 
制剂 没有 有 效 地 抑制 这 些 酶 的 活性 。 如 我 们 使 用 的 
HDAC 的 抑制 剂 为 SAHA 和 丁 酸 钠 , 之 前 有 研究 发 
现 500 nmol/L SAHA 能 有 效 抑制 HDAC3 的 活性 ， 
25 mmol/L 丁 酸 钠 能 有 效 抑制 Rpd3 的 浓度 ,二 者 对 
HDAC6-S 和 HDAC6-L 的 抑制 作用 并 不 显著 ,对 
HDAC4 和 SIR2 则 几乎 无 抑制 作用 (Cho et al., 
2005 ) 。 由 此 我 们 推测 ,SAHA 和 丁 酸 钠 可 能 只 抑制 
了 某 些 HDAC 的 活性 ,而 其 他 种 类 的 HDAC 仍 可 对 
家 看 体内 的 组 蛋白 乙醇 化 水 平 正 常 地 进行 调控 。 然 
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而 ,我 们 观察 到 在 对 家 至 感染 金黄 色 和 葡萄 球菌 前 先 
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5 DNMT 抑制 剂 .HDAC 抑制 剂 和 HAT 抑制 剂 对 感染 绿 脓 杆 菌 ( 已 a) 和 
金黄 色 和 葡萄 球菌 (S$. a) 后 的 家 看 5 龄 第 2 天 存活 率 的 影响 


Fig. 5 Effect of DNMT inhibitor, HDAC inhibitor and HAT inhibitor on the survival of day-2 5th instar larvae of Bombyx mori 


after infection by Pseudomonas aeruginosa (P. a) and Staphylococcus aureus (S. a) 


A: DNMT 抑制 剂 (RG108, 30 pg/mL) 对 家 看 注射 感染 P. aeruginosa 后 存活 率 的 影响 Effect of DNMT inhibitor (RG108, 30 pg/mL) on the 





survival of B. mori after injection by P. aeruginosa; B; DNMT 抑制 剂 (RG108 , 30 pg/mL) 对 家 


注射 感染 5，aureus 后 的 存活 率 的 影响 Effect of 








DNMT inhibitor (RG108, 30 pg/mL) on the survival of B. mori after injection by S. aureus; C; HDAC 抑制 剂 [SAHA(1 mg/mL) 和 了 丁 酸 钠 (20 


mg/mL), 1:1 (v/v) ] 对 家 春 注 射 感 染 P. aeruginosa 后 存活 率 的 影响 Effect of HDAC inhibitor 





[ SAHA (1 mg/mL) and sodium butyrate (20 


mg/mL) , 1:1 (v/v) ] on the survival of B. mori after injection by P. aeruginosa; D; HDAC 抑制 剂 [SAHA(1 mg/mL) 和 丁 酸 钠 (20 mg/mL), 
1:1 (v/v) | XP RAE RYE S. aureus 后 的 存活 率 的 影响 Effect of HDAC inhibitor [ SAHA (1 mg/mL) and sodium butyrate (20 mg/mL) , 1:1 
(v/v) ] on the survival of B. mori after injection by S. aureus; E; HAT 抑制 剂 (EML, 500 pg/mL) X AC ARERR P. aeruginosa 后 存活 率 的 影 
响 Effect of HAT inhibitor (EML, 500 pg/mL) on the survival of B. mori after injection by P. aeruginosa; F; HAT 抑制 剂 (EML, 500 pg/mL) 对 
RAS TERY S. aureus 后 的 存活 率 的 影响 Effect of HAT inhibitor (EML, 500 pg/mL) on the survival of B. mori after injection by S. aureus. 
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注射 HDAC 抑制 剂 时 ,家 乍 的 存活 率 在 处 理 后 第 5 
天 开始 有 所 升 高 (图 5: D) 。 而 先 注 射 HAT 抑制 剂 
时 ,家 鼻 的 存活 率 在 处 理 后 第 2 天 时 就 已 经 有 所 降 
低 并 持续 到 观察 结束 (图 5: 了) ,这 与 之 前 的 HDAC 
抑制 剂 能 增加 家 看 遭受 机 械 损伤 后 的 存活 率 , 而 
HAT 抑制 剂 则 能 降低 家 看 损 伤 后 的 存活 率 的 研究 
结果 一 致 (Mukherjee et al., 2012) 。 

总 之 ,家 得 作为 鳞 妃 目的 模式 昆虫 ,具有 易于 饲 
养 ,生长 周期 短 , 个 体 大 小 适 于 操作 等 特点 (Kaito et 
al., 2002) ,上 且 有 关 其 免疫 反应 的 分 子 机 制 的 研究 已 
经 相对 较 深入 ,因而 适用 于 表 观 遗传 学 的 相关 人 研究 。 
本 研究 发 现 细菌 感染 会 引起 家 看 体内 调节 DNA FA 
基 化 和 组 蛋白 乙酰 化 水 平 的 相关 基因 表达 水 平 的 变 
化 ,由 此 推测 DNA 甲 基 化 和 组 蛋白 乙酰 化 可 能 参与 
家 人 蛋 人 免疫 反应 的 调控 ,为 进一步 的 深入 人 研究 英 定 了 
基础 。 
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